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ARTP 辐 照 对 磷脂 酶 AT 重组 质粒 的 诱 变 效应 
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摘要 : 利用 常 压 室 温 等 离子 体 诱 变 技术 (ARTP) 处 理 磷脂 酶 Al 重组 质粒 PE728a-p1aB， 经 琼脂 糖 凝 胶 
电泳 检测 发 现 随 着 处 理 时 间 的 延长 , 质粒 超 螺 旋 结构 逐渐 转变 为 开 环 及 线性 结构 。 对 处 理 后 的 质粒 转化 
到 BL21 MIAP, 在 特定 选择 培养 基 中 检 出 突变 株 转化 子 , 结果 表明 , 质粒 处 理 时 间 与 转化 率 成 反比 ， 
与 突变 率 成 正比 ， 在 60S 达到 最 优 诱 变 值 。 挑 选 圈 径 比较 大 的 转化 子 测定 其 酶 活 ， 结 果 显 示 突 变 株 (12) 
最 高 酶 活 为 12.8 U/mL， 与 原始 菌株 (CK)4.8 U/mL 相 比 ， 提 高 了 2.67 倍 。 对 两 菌株 测序 比 对 ， 发 现 碱 
基 突 变 率 为 0.74 %， 且 大 都 集中 在 AG 和 COT. ARTP 对 离 体质 粒 具 有 较 好 的 诱 变 效 应 。 
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Study on the mutagenic effect of phospholipase A1 recombinant plasmid by ARTP 


YANG Jian-wei ,XUE Zheng-lian * ,ZHU Hao , YANG Meng ,WANG Zhou 
Institute of Biologic & Chemical Engineering of Anhui Polytechnic University, Microorganism fermentation engineering and technology research center of 
Anhui province, Wuhu , Anhui 241000, China 
Abstract: The Atmospheric and Room Temperature Plasma (ARTP) was used to treat the recombinant plasmid 
pET28a-plaB for the expression of phospholipase Al, agarose gel electrophoresis detection showed that with 
the prolonging of treatment time, the supercoiled plasmid gradually transformed into open loop and linear 
structure. Then the treatment of plasmid transformed into host strain BL21, The mutant transformants were 
detected in particuLar selective medium, the resuLts show that the processing time is directly proportio to the 
conversion rate and inversely proportional to the rate of mutation, mutation 60 S achieved to the optimal value. 
Selected of the transformants with large circle diameter to detect its enzyme activity, the reshLts showed that 
the highest enzyme activity of (12) could reach 12.8 U/mL, which increased to 2.67 times than that of the 
original strain CK(4.8 U/mL). Blasting the sequence of the two strains, the base mutation rate reached 0.7496 
and the most was concentrated in A—G and C—T. ARTP has a significant mutagenic effect on the in vitro 
plasmid. 
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常 压 室 温 等 离子 体 CARTPO. 作为 一 种 新 型 的 诱 变 技术 ， 可 以 快速 诱 变 各 类 微生物 ， 成 
为 了 获取 优势 菌株 的 最 有 效 方法 之 一 上 3。ARTP 利用 等 离子 体 射流 改变 微生物 遗传 特性 ， 
可 直接 改变 核 苷 酸 结构 或 造成 DNA 双 链 或 单 链 断 裂 ， 诱 发 细胞 局 动 应 急 修复 机 制 ， 从 而 
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导致 核 苷 酸 序列 的 改变 B53。ARTP 也 可 以 在 细胞 表面 发 生 作 用 ， 通 过 间接 影响 胞 内 遗传 物 
质 而 引起 代谢 途径 的 改变 ， 因 此 利用 ARTP 诱 变 所 得 突变 性 状 能 在 胞 内 稳定 遗传 &71。 

磷脂 酶 Al1 (phospholipase Al, PLA1) 是 一 类 能 催化 磷脂 Sn-1 位 上 脂肪 酸 水 解 ， 生 成 
游离 脂肪 酸 和 溶血 性 磷脂 的 酶 类 [&9。 目 前 ， 磷 脂 酶 Al 的 应 用 越 来 越 广泛 ， 尤 其 是 在 油脂 
脱胶 行业 na0。 随 着 人 们 对 磷脂 酶 Al 需求 量 的 增加 ， 利 用 微生物 发 酵 生产 磷脂 酶 Al 被 人 
们 所 关注 。 由 于 工程 菌 发 酵 具 有 目的 强 、 产 量 高 、 易 纯化 等 一 系列 的 优点 ， 利 用 工程 菌 生 
产 磷 脂 酶 Al 的 研究 更 加 深入 0。 

质粒 是 存在 于 细胞 内 与 染色 体 相互 独立 的 遗传 单位 ， 它 是 一 种 能 自主 复制 的 共 价 闭合 
环 状 双 链 DNA 分 子 ! 四 。 在 基因 工程 中 ， 质 粒 常 被 用 作为 运载 体 I33。 最 近 十 年 来 ， 由 于 分 
子 生 物 学 实验 方法 的 迅速 发 展 ， 极 大 的 促进 了 对 质粒 的 研究 。 目 前 ， 运 用 各 种 诱 变 技术 对 
质粒 进行 诱 变 研究 已 较为 广泛 04153， 为 了 进一步 提高 诱 变 效率 、 使 诱 变 目 的 性 增强 ， 已 报 
道 有 利用 ARTP 对 工程 菌 进行 诱 变 来 提高 产量 的 09， 而 利用 ARTP 对 质粒 直接 诱 变 的 极为 
少见 。 因 此 ， 本 研究 为 进一步 揭示 ARTP 作用 于 离 体质 粒 DNA 的 生物 学 效应 及 为 生物 诱 
变 育种 提供 实验 依据 和 技术 参考 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 


质粒 pET28a-plaB (携带 磷脂 酶 Al 及 辅助 蛋白 $ 基因 ，7.1 kb) , BP28 LER GBT 
pET28a-plaB 质粒 ) 、 宿 主 菌 BL21 〈 本 实验 室 保藏 ) ARTP 诱 变 仪 本 实验 室 购 置 ， 质 粒 
提取 试剂 盒 、 琼 脂 糖 均 购 自 上 海 生 工 ， 其 它 试剂 均 购 自 国药 。 

LB 培养 基 : 酵母 粉 5 g， 胰 和 蛋白 肪 10 g， 和 氧化 钠 10 g， 蒸 馏 水 1000 mL, ij PH 到 7.0. 

PLB 固体 培养 基 : LB 培养 基 90 mL, 10 % 卵 磷脂 10 mL, 0.01 % 省 甲 酚 紫 3 mL, 1 M 


CaCb 2.5 mL， 琼 脂粉 2 go 

以 上 培养 基 均 在 121 C, KA 20 min， 培 养 基 中 的 卵 磷脂 、 和 氧化 钙 和 省 甲 酚 紫 需 分 开 
灭 菌 后 混合 使 用 。 

自 诱导 培养 基 : 蛋白 及 10 g， 葡 萄 糖 0.8 g， 乳 糖 5 g， 磷 酸 氧 二 钠 0.025 M， 磷 酸 二 氧 
钾 0.025 M, MRE 1 mmol, HAR 7.5g, 1000mL 蒸馏 水 ，115 CKA 15 min. 

8 % 卵 磷脂 配制 ， 卵 磷脂 8 g、CaCl 0.222 g、 水 100 mL、 乳 化 器 乳化 30 min. 

10 % 卵 磷脂 配制 : 卵 磷 脂 10 g、 水 100 mL、 乳 化 器 乳化 30 min. 

柠檬 酸 -磷酸 毛 二 钠 缓 冲 液 (pH 3.07 pH 4.0、pH 5.0) 
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PB Æp (pH 6.0、pH 7.0. pH 8.0) 
甘氨酸 - 氧 氧化 钠 缓冲 液 (pH 9.0、pH 10.0) 


1.2 方法 


1.2.1DNA 制备 


按 常 规 方 法 将 工程 菌 BP28 (携带 目的 质粒 PE728a) 接种 到 含 100 ug/mL FREERK 
LB 液体 培养 基 中 ， 过 夜 培养 12-16 h， 按 照 质 粒 提 取 试 剂 盒 步骤 制备 质粒 样品 。 紫 外 可 见 
光 分 光 光 度 计 测 定 其 浓度 及 纯度 , 质粒 DNA WIE ugm) =OD260onmx50x30( 稀释 率 )07。2 uL 
质粒 样品 与 1 uL 上 样 缓冲 液 混合 ，1 % 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 ， 凝 胶 成 像 仪 拍照 。 


1.2.2 ARTP 诱 变 


将 质粒 样品 稀释 到 50 ug/mL, W 18 个 已 灭 菌 的 PCR ER, EIA PCR 管 盖 上 滴 加 稀 
释 好 的 质粒 样品 20 nL， 将 其 放 入 ARTP 诱 变 仪 中 诱 变 0S、30 S、60 S、90 S、120 S、150 
S， 每 组 设 3 个 平行 ， 诱 变 参数 为 400 W，10 slpm。 


1.2.3 质粒 结构 检测 


诱 变 后 的 质粒 10 uL 与 2 uL 上 样 缓冲 液 混合 ，1 % 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ， 凝 胶 成 像 
仪 拍照 观察 。 


RE 


1.2.4 BL21 感受 态 制 备 


将 过 夜 活化 的 BL21 菌 液 以 2 % 比 例 接种 于 100 mL LB 液体 培养 基 中 , 37 'C.200 r/min 
震荡 培养 至 ODeomn=0.5 左右 ; 冰 浴 10 min, 4100 rpm 离心 10 min, FE; 加 入 30 mL 
预 冷 的 0.05 mol/L CaCh 重 悬 细胞 ， 冰 浴 10 min, 4100 rpm 离心 10 min, FEW: 最 后 全 
部 菌 液 用 4mL (0.1 mol/L CaCl:30 % 甘 油 =1:1) 重 悬 后 分 装 至 Dof 管 中 ， 每 支 Dof 管 200 
uL, -70 度 保 存 。 


1.2.5 转化 


取 制 备 好 的 感受 态 细胞 , 冰 上 解冻 后 加 入 5 uL. 诱 变 后 的 质粒 , 温和 混 匀 后 冰 浴 30 min, 
42C 热 激 90 S, 立即 冰 浴 15 min, 加 入 800 uL LB 液体 培养 基 37 C, 150 rpm 恢复 培养 h. 
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离心 30S， 弃 上 清 液 900 AL， 剩 余 上 清 液 与 沉淀 混 匀 后 涂 布 于 含 100 ugm - E38 3H] 
PLB 平板 中 。37C 培 养 48h， 计 算 转化 率 及 突变 率 。 

相对 转化 率 =( 实 验 组 菌落 数 /对 照 组 菌落 数 )x100 % ”突变 率 =( 突 变数 /总 菌落 数 )x100 % 
正 突变 率 =〔 诱 变 菌株 的 圈 径 比 大 于 出 发 菌株 的 圈 径 比 的 个 数 / 总 菌落 数 ) X100% 


1.2.6 最 优 诱 变 时 间 验 证 


对 分 析出 的 最 优 诱 变 时 间 进 行 重复 实验 ， 挑 取 圈 径 比 较 高 的 菌株 ， 活 化 后 按 1 % 接 种 
量 接 入 自 诱导 培养 其 中 ，37 C. 200 rpm 培养 6h， 测 定 其 酶 活 。 选 取 酶 活 最 高 的 菌株 与 
原始 菌株 磷脂 酶 Al 基因 测序 比 对 、 分 析 。 磷 脂 酶 Al 酶 活 测 定 方法 参照 国标 GBT 
23535-2009, 酶 活 定义 为 : lg 固体 酶 粉 (或 1mL 液体 酶 ) , 在 一 定 温度 和 pH 条 件 下 , 1 min 
水 解 底 物产 生 umol 的 可 滴定 的 脂肪 酸 ， 即 为 1 个 酶 活 单位 ，U/g 或 UmL。 酶 活 测 定 方 
ik: . 取 A (对 照 组 ) 、B〔 实 验 组 ) 、C《〈 实 验 组 ) 3 个 100 mL SER, 分别 加 入 4 mL 8 % 
大 豆 卵 磷脂 和 5 mL pH 6.0 PB 缓冲 液 ， 混 匀 ，40'C 预 热 5 min; 向 对 照 组 中 加 入 15 mL Z 
HZ, 185]; 向 每 组 中 加 入 1 mL 粗 酶 液 ，40C 反 应 15 min;， 向 实验 组 加 入 15 mL ZB R^] 
终止 反应 。0.05 M NaOH 滴定 反应 液 至 pH=10.3， 记 录 所 用 NaOH 体积 ， 代 入 公式 计算 酶 
活 。 

酶 活 计 算 公式 为 : X-(V— VO)*C*50*n/(0.05*t) 

Hop: X 一 样品 的 酶 活力 ，U/mL; V 一 滴定 样品 时 消耗 的 NaOH 标准 溶液 体积 ，mL; 
V0 一 滴定 空白 时 消耗 的 NaOH 标准 溶液 体积 mL; c— NaOH 标准 溶液 的 浓度 ，mol/L; 50 
一 0.05 mol/L NaOH 标准 溶液 1.00 mL 相当 于 脂肪 酸 50 umol; n 一 酶 液 样 品 的 稀释 倍数 ，t 
一 测定 酶 活 时 的 反应 时 间 。 


1.2.7 磷脂 酶 Al 野生 酶 与 突变 酶 酶 学 性 质 比 对 


在 磷脂 酶 Al 酶 活 测定 的 标准 方法 (GBT 23535-2009) E, SARE pH 及 温度 梯度 ， 
测定 酶 活 ， 将 其 转化 为 相对 酶 活力 ， 对 比 其 最 适 的 pH 及 温度 。 


1.2.8 磷脂 酶 Al 野生 酶 与 突变 酶 蛋白 结构 比 对 


利用 和 蛋白 结构 在 线 预 测 软件 Phyre2(http://www.sbg.bio. ic.ac.uk/phyre2 /html/page,cgi?id 
= index) 对 高 酶 活 菌株 12 及 对 照 菌株 CK 但 脂 酶 Al 基因 序列 进行 蛋白 空间 结构 预测 、 比 
对 。 其 空间 结构 预测 模版 为 与 其 相似 度 99.7 % 的 脂肪 酶 d3tgla。 
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2 结果 和 讨论 


2.1 ARTP 对 质粒 损伤 效应 


质粒 在 受到 外 力作 用 下 ， 其 结构 会 发 生 改变 甚至 损伤 。 先 前 研究 表明 ， 质 粒 在 受到 激 
光 作 用 下 ， 低 剂量 时 超 螺旋 结构 解 开 形成 开 环 结构 ， 高 剂量 时 单 链 或 双 链 断裂 形成 线性 结 
Mj, Li 等 09 利 用 ARTP 对 质粒 PP-GFP 诱 变 效应 进行 了 研究 ， 探 究 了 不 同 诱 变 时 间 、 诱 变 
剂量 、 诱 变 功率 及 诱 变 距离 对 质粒 结构 的 影响 ， 通 过 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 发 现 ， 在 诱 变 强 
度 较 低 的 情况 下 ， 质 粒 超 螺旋 与 开 环 结构 条 带 变 淡 ， 线 性 结构 条 带 变 亮 ， 随 着 诱 变 强度 的 
增加 ， 质 粒 超 螺旋 、 开 环 及 线性 结构 条 带 均 变 淡 直 至 消失 。 由 于 质粒 三 种 构象 利用 琼脂 糖 
凝 胶 电 泳 就 可 观察 ， 因 此 ， 诱 变 后 的 质粒 可 通过 凝 胶 电泳 反映 其 损伤 程度 。 取 诱 变 后 的 质 
粒 10 pL 与 2 hL 上 样 缓冲 液 混合 ，1 % 琼 脂 糖 ，120 V 恒 压 30 min。 其 结果 如 图 1。 由 图 可 
知 ， 诱 变 时 间 越 长 ， 超 螺旋 结构 越 少 ， 到 120 S 时 几乎 不 可 见 ， 诱 变 30 S 后 开 环 结构 条 带 
也 逐渐 变 淡 ， 随 着 诱 变 时 间 的 延长 ， 其 线性 结构 条 带 越 亮 。 


1 2 4 5 M. 


bp 


开 环 DNA. 
线性 DNA 
ER BE EDNA 


1 诱 变 质粒 结构 检测 
Fig.1 Mutation plasmid structure detection 


M 为 DL10000 DNA Mark 泳 道 1-6 诱 变 时 间 分 别 为 0、30、60、90、120、150S 


M is DL10000 DNA Mark | Lane 1-6 Mutation time is 0,30,60,90,120,150 S 

质粒 构象 发 生 改变 时 ， 其 转化 活性 也 会 受到 影响 ， 而 且 线性 质粒 在 转化 到 宿主 菌 中 后 
无 法 正常 复制 而 使 得 宿主 菌 无 法 生长 。 因 此 ， 结 合 转化 率 可 进一步 揭示 ARTP 对 离 体质 粒 
的 损伤 效应 。 将 转化 后 菌株 涂 布 到 PLB 平板 中 〈 图 2)，37 CC 培养 48 h 后 计算 转化 率 〈 表 
1) 。 从 表 1 可 知 ， 诱 变 时 间 与 转化 率 成 反比 ， 说 明 质 粒 受 损伤 程度 增加 ， 结 合 图 2 分 析 
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可 知 , 质粒 超 螺旋 结构 在 0-90 S 内 逐渐 转变 为 线性 结构 , 开 环 结构 在 30 S 后 逐渐 转变 为 线 
性 结构 ，150 S 时 ， 转 化 率 极 低 ， 可 见 质 粒 大 部 分 断裂 为 线性 。 


图 2 转化 子 PLB 平板 生长 情况 
Fig.2 Growth of the Transformants on PLB plate 
注 : (a)-(9 诱 变 时 间 分 别 为 0、30、60、90、120、150 8$ 
Note: (a) -(f) Mutation time is 0,30,60,90,120,150 S 


表 1 ARTP 诱 变 质粒 的 相对 转化 率 
Table 1 The effect of relative conversion rate by ARTP 


时 间 /S 菌落 数 相对 转化 率 (%) 
0 693+49 100+7.1 
30 429+22 61.9+3.2 
60 174+16 25.142.3 
90 6249 8.91.3 
120 3444 4.9:0.6 
150 9+1 1.3+0.1 


2.2 ARTP 对 靶 基 因 磷 脂 酶 AT 诱 变 效应 


将 转化 后 菌株 涂 布 到 PLB 平板 中 , 菌株 分 泌 磷脂 酶 降解 底 物 卵 磷脂 产生 透明 圈 ( 图 2)， 
利用 圈 径 比 判 断 磷脂 酶 Al 基因 是 否 发 生 突变 并 计算 各 诱 变 时 间 突 变 率 (图 3) 。 分析 图 3 
可 知 ，0-90 S 突变 率 和 正 突变 率 成 线性 增长 ，90 S 后 变化 较 小 ， 趋 于 稳定 。 结 合 转化 率 数 
据 ，0-90 S 转化 率 变化 较 大 ,下降 较 快 。 综合 3 组 数据 分 析 ， 在 保证 转化 率 不 在 较 低 水 平 ， 
正 突变 率 较 高 且 利 于 后 期 正 突变 菌株 的 筛选 ， 最 佳 诱 变 时 间 为 60 S. 
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Fig.3 The effect of mutation rate by the ARTP mutation time 


2.3 磷脂 酶 Al 高 酶 活 菌 株 筛选 及 其 酶 学 性 质 分 析 


以 60 S 作为 最 佳 诱 变 时 间 ， 重 复 诱 变 实验 ， 挑 选 圈 径 比 较 高 的 转化 子 测定 其 酶 活 ， 结 
RUK 2 所 示 。 在 选择 的 17 株 圈 径 比较 大 的 突变 菌株 中 , 12 号 菌株 的 磷脂 酶 Al 酶 活 较 高 ， 
达 12.8 U/mL， 较 出 发 菌株 提高 2.67 fi. 


表 2 PLAI 酶 活 测定 
Table2 Activity Determination of PLAT 


菌株 酶 活 (U/mL) 菌株 Hin (U/mL) 菌株 酶 活 (U/mL) 
CK 4.80.2 6 6.40.1 12 12.840.1 
1 10.8+0.2 7 9.6:0.4 13 9.6+0.2 
2 11.4+0.1 8 5.0+0.2 14 9.240.4 
a 3 10.8+0.2 9 6.0+0.1 15 6.0+0.4 
4 11.6+0.1 10 4.8+0.1 16 10.8+0.2 
5 10.020.4 11 10.2+0.4 17 11.0£0.1 


在 获得 一 株 酶 活 较 高 突变 菌株 的 基础 上 ， 本 文 分 别 从 酶 催化 pH 和 温度 二 个 方面 对 酶 
的 催化 特性 进行 分 析 。 首 先 ， 对 酶 反应 的 最 适 pH 进行 了 测定 ， 结 果 如 图 4 所 示 。 出 发 菌 
株 的 酶 最 适 pH 在 5-7 范围 内 ， 在 pH 6.0 条 件 下 酶 活 最 高 ， 而 突变 菌株 酶 催化 最 适 pH 在 
5.0， 相 对 于 出 发 菌株 有 一 定 酸性 偏 移 。 接 着 ,对 酶 的 最 适 反 应 温度 进行 了 测定 ， 突 变 菌株 
与 出 发 菌株 结果 一 致 ， 均 在 45 “C 条 件 下 达到 最 大 酶 活 ( 图 5) 。 


(C^ RY a 
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Fig.4 Relative activity of CK and 12 under different pH 
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Fig. 5 Relative activity of CK and 12 at different temperatures 


2.4 磷脂 酶 Al 及 其 辅助 蛋白 的 序列 结构 比 对 分 析 


在 对 突变 菌株 酶 催化 特性 分 析 基 础 上 ， 我 们 对 其 酶 的 蛋白 序列 结构 进行 分 析 。 人 磷脂 酶 
A1 编码 基因 涉及 两 个 部 分 重合 的 开放 式 阅 读 框 ， 即 plaA 和 pla$， 分 别 编 码 磷脂 酶 Al SR 
Fi PlaA 及 其 辅助 重 白 PlaS$。 首 先 ， 通 过 对 突变 菌株 02 和 原始 菌株 CK 中 磷脂 酶 AT 合成 
相关 基因 的 测序 比 对 发 现 ， 相 比 原始 序列 , 碱 基 突 变 率 为 0.74 9e, 碱 基 及 和 蛋白 突变 见 表 3。 
对 表 3 数据 分 析 可 知 ， 突 变 碱 基 大 都 集中 在 A 与 C， 究 变 后 碱 基 大 都 集中 在 工 与 G， 且 容 


变 结果 大 都 为 AG 和 C->T， 可 能 揭示 着 ARTP 作用 下 A 与 C 突变 概率 更 大 。 
表 3 菌株 12 相对 于 菌株 CK 碱 基 及 氨基 酸 突变 结果 


Table 3 Strain 12 relative to the strain CK of the base and amino acid mutation results 
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位 点 碱 基 E 位 点 碱 基 E 
290 AG Y 一 C 292 CT PS 
641 CT T—I 696 C 一 G 了 一 了 
1092 C 一 工 pP 1128 A—T A—A 
1361 AG E—G 1463 G—A R—H 
1606 AG T—A 1653 AG PP 


在 分 析 握 基 酸 突变 的 基础 上 ， 我 们 对 握 基 酸 序列 的 疏水 性 进行 分 析 ， 结 果 如 图 6, 7 所 
示 。 由 图 可 知 ， 在 突变 菌株 中 ， 和 蛋白 的 疏水 性 发 生 改 变 ， 主 要 表现 在 ， 磷 脂 酶 Al 蛋白 中 ， 
94-100 位 氨基 酸 区 域 由 亲 水 到 玻 水 的 变化 , 在 211-215 氨基 酸 区 域 表 现 氨基 酸 琉 水 性 增强 。 
磷脂 酶 辅助 蛋白 中 ， 则 表现 出 43-50 位 氨基 酸 区 域 和 167-172 氨基 酸 区 域 丽 水 性 降低 ， 以 
及 55-60 位 氨基 酸 疏 水 性 增强 的 趋势 。 握 基 酸 疏水 性 的 变化 ， 一 方面 对 蛋白 的 跨 膜 产生 影 
啊 ， 另 一 方面 ， 对 酶 与 底 物 的 结合 具有 一 定 的 作用 。 在 本 研究 中 ， 磷 脂 酶 是 一 类 脂肪 酶 ， 
其 作用 底 物 主要 为 油脂 类 化 合 物 ， 那 么 磷脂 酶 蛋白 结构 中 ， 毛 基 酸 下 水 性 的 增强 ， 可 能 对 
酶 与 底 物 的 结合 性 产生 影响 ， 从 而 表现 出 酶 活 增加 的 特性 。 


PlaA-Origin 


1 8i 161 24 320 
位 置 


el PlaA-Mutant 


1 8i 161 241 320 
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图 6 磷脂 酶 Al 蛋白 疏水 性 对 比分 析 
Fig. 6 The hydrophobicity analysis of phospholipase A1 
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Fig. 7 The hydrophobicity analysis of accessory protein 
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行 模拟 预测 和 分 析 , 结果 如 图 


Gly-X1-Ser-X2-Gly， 而 在 磷 朋 


8 所 示 。 突变 酶 与 野生 酶 相 比 ， 其 a 螺旋 由 43 % 减 少 为 42 %， 
B 链 由 9% 增 加 为 11 %。 参 照 与 其 同 源 的 脂肪 酶 分 析 ， 有 脂肪 酶 活性 中 心 保守 序列 为 


ETE Al 第 


与 脂肪 酶 有 着 相似 的 催化 机 理 


193-197 位 同样 存在 该 保守 序列 ， 推 测 磷脂 酶 Al 


， 其 活性 中 心 被 多 个 ao 螺旋 包 襄 ， 此 时 处 于 无 活性 构象 ， 当 


酶 与 底 物 接触 时 ，a 螺 旋 被 打开 ， 其 露 活性 位 点 ， 促 进 


228 位 氨基 酸 的 突变 导致 了 其 


酶 与 底 物 结合 。 图 8(a) 中 97. 98. 
0 螺旋 的 缺失 (图 8(b))， 促 进 了 底 物 与 活性 位 点 的 结合 。 


(a) 


图 8 PLAI 蛋白 质 空间 结构 
Fig.8 The spatial structure of PLA1 Protein 
Ca) SEA 


E 酶 空间 结构 Cb) 突变 酶 空间 结构 


(b) 


(a) spatial structure of wild enzyme (b) spatial structure of mutant enzyme 
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目前 ，ARTP 在 基因 工程 诱 变 育 种 领域 应 用 极其 广泛 。 相 比 于 其 它 诱 变 方法 ，ARTP 
展示 出 了 更 多 优势 ,如何 建华 等 RY 运用 ARTP 诱 变 筛选 出 了 3 株 生长 速度 提高 了 17 %-57 9o 
的 草 菇 优良 菌 ， 并 运用 RAPD 技术 扩 增 出 了 16 个 差异 条 带 ， 证 明了 ARTP 对 核酸 序列 突 
变 的 多 样 性 。Dong 等 Ru 利用 ARTP 对 方 雷 伯 瑚 进行 诱 变 ， 获 得 了 1 株 高 产 1,3 丙二醇 的 突 
变 株 ， 测 定 L3 丙二醇 合成 过 程 中 关键 酶 : 甘油 脱 氢 酶 、 甘 油 脱 水 酶 及 1,3 丙二醇 氧化 还 
原 酶 酶 活力 发 现 ， 各 酶 活力 均 有 显著 提升 。LuP2 等 对 产 气 肠 杆 菌 进 行 ARTP 诱 变 ， 获 得 了 
每 摩尔 葡萄 糖 的 氢气 产量 提高 了 2.64 % 的 一 株 ， 并 对 氢气 合成 途径 分 析 发 现 , 乳酸、 乙醇 、 
乙酸 、 琥 班 酸 产量 上 调 ，2,3-] 二 醇 产量 下 调 ， 对 其 进一步 研究 发 现 ， 氢 气 产量 的 提高 主 
要 因为 NADH 氧气 通 量 的 提高 。 表 明 ARTP 能 够 引起 遗传 物质 和 代谢 途径 的 变化 。 

本 研究 以 离 体质 粒 为 研究 对 象 ，ARTP 为 技术 手段 ， 揭 示 了 ARTP 对 离 体质 粒 损 伤 及 
诱 变 效应 。 在 较 短 处 理 时 间 范 围 内 ， 质 粒 损 伤 表现 为 ， 随 着 处 理 时间 的 的 延长 ， 碱 基 间 发 
生 断 裂 ， 超 螺旋 与 开 环 结构 转变 为 线性 结构 。 伴 随 着 质粒 损伤 程度 的 增加 ， 其 转化 活性 和 
突变 频率 也 相应 的 降低 和 增高 。 其 中 ，0-90 S 范围 内 成 线性 变化 ， 之 后 变化 较为 平稳 ， 可 
Jh, 90S 范围 内 ARTP 对 质粒 诱 变 损 伤 较 大 。 

以 磷脂 酶 Al 基因 作为 刘 标 基因 ， 酶 活 变 化 为 参考 依据 ， 对 酶 活 差异 较 大 菌株 磷脂 酶 
Al 基因 测序 比 对 发 现 了 一 个 可 能 的 结果 ，ARTP 对 质粒 上 碱 基 A、C 诱 变 效果 更 为 显著 ， 
其 确切 的 结论 还 需 进一步 研究 。 对 最 佳 诱 变 时 间 进行 回复 验证 ， 筛 选 到 了 一 株 较 原始 菌株 
提升 了 167 % 的 高 酶 活 瑚 株 ，ARTP 可 以 作为 一 种 高 效 的 诱 变 手段 来 提升 菌 种 性 能 。 

ARTP 诱 变 离 体 质粒 获得 高 产 菌 株 ， 为 ARTP 在 诱 变 育 种 领域 提供 了 一 个 新 的 诱 变 思 
路 ， 也 为 后 续 更 精准 的 诱 变 对 象 PCR 产物 的 诱 变 提 供 了 参考 依据 。 
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